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Debido a la importancia medicinal de Uncaria tomentosa, se han realizado varias 
investigaciones referentes a la producción de metabolitos secundarios de dicha planta. Con 
base a esto surge la necesidad de identificar a nivel genético secuencias que estuvieran 
relacionadas con metabolismo secundario. Gracias a un proyecto previo se contaba con mucha 
información que podía ser utilizada para identificar más secuencias de importancia por lo que 
se planteó este proyecto con el objetivo de obtener secuencias de genes de Uncaria tomentosa 
mediante diseño bioinformático de imprimadores basados en los datos obtenidos por 
microarreglos heterólogos de Arabidopsis thaliana. Para lograr los objetivos planteados, se 
desarrolló un software con el que se puede analizar la información obtenida mediante 
microarreglos de una forma más eficiente. Por otro lado, se obtuvo el transcriptoma a partir de 
muestras de ARN y los resultados obtenidos fueron analizados con la herramienta CLC Bio, 
complementando con otras como Blastx, Primer 3 y BioEdit. Con la información obtenida se 
diseñaron 4 pares de imprimadores para enzimas de metabolismo secundario y 2 pares de 
imprimadores para genes constitutivos. Con todos los imprimadores se obtuvieron amplicones 
que fueron secuenciados a través de la empresa Macrogen. Además, con los datos obtenidos 
del transcriptoma se elaboró una tabla con posibles secuencias genómicas de U. tomentosa, 
utilizando el software CLC Bio. Paralelamente se realizaron pruebas de elicitación en plantas in 
vitro y de invernadero utilizando los hongos Trichoderma sp y Penicillium sp para determinar si 
el estrés inducido por la presencia de estos microorganismos podría incrementar la producción 
de metabolitos secundarios. Se realizó una cromatografía de capa fina que parecía indicar que 
el estrés al que el hongo Trichoderma sp somete a la planta podría estimular la producción de 
metabolitos secundarios. Como producto de este proyecto, se cuenta con 4 posibles 
secuencias parciales de genes presentes en el ADN genómico de U. tomentosa que codifican 
para enzimas de metabolismo secundario así como los imprimadores respectivos para 
amplificarlos, además de dos pares de imprimadores para posibles genes constitutivos. Por 
otro lado, se facilitó el manejo de grandes bases de datos como la generada por microarreglos 
mediante el software E-Pathway. Se cuenta con el transcriptoma analizado y con un manual 
que servirá de guía para trabajar con los datos generados a partir de transcriptomas de otras 
especies. Además de 81 posibles secuencias genómicas de U. tomentosa. 






En enero 2011, en el Centro de Investigación en Biotecnología del Instituto Tecnológico de 
Costa Rica, se inició una investigación enfocada a identificar secuencias genéticas de Uncaria 
tomentosa conocida comúnmente como Uña de gato. Anteriormente, se habían realizado 
investigaciones dirigidas a su reproducción in vitro, así como inducción a callogénesis y 
establecimiento de suspensiones celulares. Esto debido al interés por sus propiedades 
medicinales. 
En una investigación anterior se logró obtener una base de datos de secuencias homólogas de 
Uña de gato con respecto al genoma de Arabidopsis thaliana, mediante la técnica de 
microarreglos. Además de dos secuencias específicas para U. tomentosa que corresponden a 
enzimas que participan en la síntesis de metabolitos secundarios. La primer secuencia 
identificada fue la de la enzima 3-deoxy-d-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintasa (DAHPS) 
que participa en la ruta metabólica del shikimato donde el producto final es el Corismato, a 
partir del cual se producen fenilalanina, tirosina y triptófano que posteriormente son convertidos 
en metabolitos secundarios (Weaver y Herrmann, 1997). Posteriormente se identificó la 
secuencia de la enzima estrictosidina sintasa (Str 1), que, participa en la ruta de la biosíntesis 
de alcaloides indol-terpénicos, catalizando la síntesis de strictosidina, que es considerado 
precursor universal en la formación de los alcaloides indol-terpénicos. (Santos & Ramos, 2009). 
Además, se estableció el protocolo de extracción de ADN y ARN. Con toda esta información 
generada se sentaron las bases para seguir estudiando dicha especie a nivel genético.  
 
Definición del problema. 
 
En la literatura se puede encontrar gran cantidad de información sobre la actividad medicinal de 
Uncaria tomentosa, enfocada sobre todo en los compuestos a los que se le atribuyen dichas 
propiedades y la forma en la que actúan, sin embargo, a nivel de genoma es muy limitada la 
información existente. 
Mediante estudios genéticos es posible identificar secuencias de interés, que estén 
relacionadas con características deseables de la planta, por ejemplo, resistencia a 
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enfermedades, sequías e incluso el potencial para una alta producción de oxi-indol-alcaloides, 
compuestos que se han analizado como posibles responsables del poder medicinal de la Uña 
de gato. 
El Centro de Investigación en Biotecnología, ha venido trabajando con U. tomentosa durante 
varios años para su reproducción y obtención de metabolitos secundarios. Sin embargo, hasta 
hace 4 años se tomó la iniciativa de complementar todo este conocimiento generado con 
estudios genéticos que permitieran generar información no existente en la literatura que podría 
ser utilizada para potencializar el aprovechamiento de esta especie. 
La carencia de información y de investigaciones sobre el genoma de U. tomentosa, motivaron 
el planteamiento de un proyecto inicial en esta área (2011-2012). La información generada 
debe ser utilizada para avanzar en esta línea con el objetivo de que a futuro los resultados 






• Obtener genes de Uncaria tomentosa mediante diseño bioinformático de primers 




- Obtener imprimadores específicos para U. tomentosa mediante bioinformática usando 
los datos generados a partir de microarreglos para secuenciar parte de su genoma. 
 
- Determinar si existe co-relación entre la presencia o ausencia de las secuencias 
obtenidas, con una alta o baja producción de metabolitos, mediante comparaciones 
genotípicas entre individuos identificados como altamente productores de aquellos que 




- Lograr la caracterización de las secuencias obtenidas mediante microarreglos utilizando 
diferentes herramientas informáticas disponibles en la web para facilitar el manejo de la 
información y poder relacionar las secuencias con las diferentes bases de datos libres 
como la del NCBI. 
 
- Obtener el transcriptoma de ARNm extraído de individuos sometidos a elicitación, para 
inducir la activación de genes involucrados en la producción de metabolitos 
secundarios. 
 
REVISIÓN DE LITERATURA 
 
U. tomentosa conocida por su nombre común como Uña de gato, es una planta originaria del 
Perú, que sintetiza oxindol-alcaloides como parte de su metabolismo secundario, estos 
compuestos se han estudiado como responsables de las propiedades medicinales de la misma, 
entre las que se mencionan: actividad antileucémica, inmunoestimulante y anticancerígena 
(Laus et al., 1997; Keplinger et al., 1999; Laus, 2004; Winkler et al., 2004) 
 
En la formulación de productos naturales de uso medicinal el aspecto más importante que se 
debe considerar es el contenido de sustancias químicas con actividad biológica representada 
por los metabolitos secundarios, entre los que se encuentran alcaloides, glicósidos, taninos, 
esencias y resinas. Todos estos componentes (excepto las resinas), se encuentran 
almacenados en el interior de la célula vegetal, encerrados en vacuolas especializadas 
ubicadas en cualquier parte de la planta. Así se tiene que los alcaloides pueden concentrarse 
en hoja, corteza, tallo, raíz, etc.; su presencia depende del metabolismo de la planta y éste es 
variable de una especie vegetal a otra, e inclusive, de una variedad a otra (Domínguez, 2010) 
 
La producción de metabolitos secundarios normalmente es baja (menos de 1% de peso seco) y 
depende en gran medida del estado fisiológico y de desarrollo de la planta (Namdeo, 2007). 
Los compuestos secundarios tienen una implicación ecológica como defensa contra herbívoros, 
virus, hongos, bacterias, como sustancias alelopáticas, fitoalexinas o disuasorios nutritivos 
(Bourgaud et al., 2001 citado por Pérez-Alonso, 2011). Otros tienen una función fisiológica, por 
ejemplo, las pectinas que pueden servir para el transporte de nitrógeno tóxico y compuestos de 
almacenamiento, mientras los compuestos fenólicos como los flavonoides realizan una función 
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como protectores de rayos ultravioletas (Wink, 2007 citado por Pérez-Alonso, 2011). Además, 
son una fuente importante de principios activos de medicamentos y de valiosos productos 
químicos. 
 
Las vías de síntesis de metabolitos secundarios involucra la participación de muchas enzimas 
que intervienen en la síntesis de un compuesto a partir de otro, la expresión de los genes que 
codifican para estas enzimas depende en gran parte del ambiente y condiciones de estrés en 
las que se encuentre la planta. Con el empleo de diferentes técnicas como son: cromatografía, 
electroforesis de proteínas, Reacción en cadena de la polimesa (PCR), secuenciación de genes 
y de transcriptomas, se ha logrado identificar muchas de las enzimas que participan en estos 
procesos metabólicos. 
 
Uso de genes  constitutivos en análisis de expresión genética mediante RT-qPCR. 
 
La transcriptómica se refiere al estudio del transcriptoma. El transcriptoma es el conjunto de 
ARN mensajeros presentes en una célula, tejido u organismo. El transcriptoma muestra qué 
genes se están expresando en un momento dado, es decir, va a variar dependiendo de las 
condiciones de la planta y su interacción con el entorno. 
 
Como complemento en estudios de transcriptoma se cuenta con la herramienta de PCR 
Tiempo Real. La combinación de la transcripción reversa y el PCR tiempo Real (RT-qPCR) es 
el método más usado para caracterizar o confirmar patrones de expresión de genes y comparar 
los niveles de ARNm en diferentes muestras (Bustin, 2002). El RT-qPCR combina tres pasos: 
la transcripción reversa (RT) en la que se sintetiza ADNc a partir del ARN, el segundo paso es 
la amplificación del ADNc utilizando la técnica de PCR y el tercer paso implica la detección y 
cuantificación de los productos de amplificación utilizando un PCR-Tiempo Real (Nolan, 2006). 
Esta técnica es usada en estudios de expresión incluyendo estudios de splicing alternativo,  
verificación de los resultados de microarreglos, y para diagnóstico molecular (Brunner, 2004). 
 
La técnica de PCR en tiempo real (qPCR) utiliza colorantes fluorescentes que funcionan como 
indicadores durante la reacción de PCR detectando la amplificación en el momento en que 
ocurre. El ensayo se basa en la medición del aumento de la señal fluorescente, que es 
proporcional a la cantidad de ADN producido durante cada ciclo de PCR. Además, el uso de 
sondas marcadas con diferentes colorantes permite la detección y cuantificación de varios 
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genes de interés, todo en un mismo tubo de reacción (multiplex). Durante la reacción de PCR, 
llega un punto en el que la fluorescencia se eleva por encima de un punto definido o patrón, 
este punto se conoce como el ciclo umbral o Ct (Threshold Cycle) o punto de cruce o Cp 
(Crossing point). Cuanto más ADN de interés hay en la muestra, menor será el Ct. Esta 
correlación entre la fluorescencia y la cantidad de producto amplificado es lo que permite la 
cuantificación, siendo más sensible y específico que el PCR convencional de punto final (Nolan, 
2006). 
 
A pesar de ser una técnica muy utilizada, se pueden obtener resultados contradictorios si no se 
hace un buen trabajo de normalización, ya que, las variaciones en las cantidades de muestra 
inicial pueden afectar la cuantificación. Debido a esto es que la expresión de los genes que se 
están investigando se describen en términos de proporción (ratio) de los niveles de ARNm de 
interés con respecto al nivel de ARNm de un gen de referencia, este gen se expresa de forma 
estable y su abundancia está fuertemente correlacionada con las cantidades totales de mRNA 
presente en cada muestra (Gutierrez et al, 2008) Este gen se conoce como gen constitutivo o 
Housekeeping gen (HK), el cual está relacionado con funciones vitales de la planta por lo que 
se espera que se exprese siempre, independientemente de las condiciones. 
 
La expresión del gen de referencia debe permanecer constante entre las células de los 
diferentes tejidos y en diferentes condiciones experimentales; de lo contrario, puede dar lugar a 
resultados erróneos. Los genes comúnmente utilizados han sido: 18S rRNA, la ubiquitina 
(UBQ), actina (ACT), b-tubulina (TUB), y la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 
que por estar involucrados en procesos celulares básicos funcionan como controles internos 
para el análisis de la expresión génica, ya que se supone que tiene una expresión uniforme. Sin 
embargo, se ha reportado que los niveles de expresión de estos genes varían 
considerablemente bajo diferentes condiciones experimentales, por lo que también es 
importante evaluar la expresión del gen de referencia bajo condiciones específicas (Jain et al, 
2006) 
 
Al utilizar la técnica de RT-qPCR se puede determinar la expresión del gen de interés esto 
debido a que si se trabaja con ADN genómico se estaría amplificando todo aún si los genes no 
se activan, mientras que al trabajar con el ARN, se está identificando únicamente lo que se 
expresó. Hay que tomar en cuenta que esto está muy relacionado con el ambiente por lo que 
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diferentes condiciones ambientales pueden inducir que un gen se exprese o no. Es importante 




Un elicitor es una sustancia que cuando es introducido en pequeñas cantidades en un 
organismo vivo, induce la producción o mejora la biosíntesis de compuestos específicos, por lo 
que con la elicitación se pretende producir o incrementar la producción de metabolitos al 
introducir trazas de elicitores.  
 
Los elicitores en plantas desencadenan respuestas fisiológicas y morfológicas y la acumulación 
de fitoalexinas. Estos pueden ser de tipo abióticos tales como iones metálicos y compuestos 
inorgánicos o elicitores bióticos por ejemplo hongos, bacterias, herbívoros, fragmentos de la 
pared celular vegetal, así como sustancias químicas que se liberan en el lugar de la planta 
donde hubo lesión por patógenos o herbívoros. Se sabe que el tratamiento con elicitores en 
plantas desencadena una serie de mecanismos de defensa que incluyen la producción y 
acumulación de metabolitos secundarios tanto en plantas completas como en cultivos celulares 
(Namdeo, 2007) 
 
Se ha visto que la presencia de metales pesados induce el estrés oxidativo en cultivos 
celulares favoreciendo la producción de metabolitos secundarios antioxidantes y sobre todo 
alcaloides. En una prueba en la que se agregó Ag+1, Pb+2 y Butionina sufoximina (BSO) se 
obtuvo un incremento en la producción de flavonoides en cultivos celulares de U. tomentosa, y 
al usar dichos elicitores de forma individual, se favoreció la producción de alcaloides de tipo 




MATERIALES Y MÉTODOS  
 
Análisis de transcriptoma a partir de ARN total y obtención de imprimadores. 
 
Se realizó un análisis de la información obtenida en una investigación previa basado en 
microarreglos de ADN de U. tomentosa. Esta información se complementó con datos 
reportados en la literatura así como en bases de datos en la web. Se hizo una selección de 
genes conocidos como constitutivos, que son aquellos genes que se expresan siempre, ya 
que son indispensables para las funciones normales de los seres vivos. El objetivo de localizar 
estos genes dentro del genoma de U. tomentosa, es poder utilizarlos en la validación de 
pruebas de PCR y qPCR. Si a la hora de realizar el análisis se logra obtener una amplificación 
de estos genes, se tiene mayor certeza de que la prueba funcionó adecuadamente. 
 
Además se utilizó la información obtenida con el análisis del transcriptoma para obtener 
imprimadores que tuvieran mayor probabilidad de amplificar en el genoma de U. tomentosa. 
Inicialmente, se utilizó el software CLC Bio de QIAGEN para analizar el transcriptoma, 
posteriormente se hizo una comparación utilizando el algoritmo megablast del NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) de todas las secuencias obtenidas contra la base de 
datos de secuencias nucleótidicas (Nucleotide collection nr/nt) del reino Viridiplantae, 
específicamente, esto con el fin de encontrar homologías e identificar proteínas de interés. 
 
El archivo obtenido con el transcriptoma se transformó en un documento FASTA mediante el 
software BioEdit, ya que los archivos FASTA son capaces de ser abiertos por el algoritmo de 
BLAST. Luego se exportó usando una extensión XML, para poder visualizar los alineamientos 
realizados de una forma amigable. De esta forma se pudo visualizar un cuadro con resultados 
que incluían: “E-value”, “Ident”, “Accession” y “Max score”. Esta información fue exportada a 
Excel, donde se pudo filtrar para hacer el análisis respectivo y seleccionar secuencias de 
interés.  
 
El archivo FASTA debió ser fragmentado en sub-archivos con un rango de secuencias menor a 
7000 bp, esto para poder ser manejado mediante los softwares disponibles. Se utilizó el 
algoritmo blastx para realizar el análisis de las secuencias comparándolas con Catharanthus 




Debido a que se desconoce la distancia evolutiva entre Uncaria tomentosa y las plantas 
anteriormente mencionadas, se utilizó la matriz de sustitución BLOSUM 50 en lugar de 
BLOSUM 62 ya que es menos rigurosa y parte de una mayor distancia entre las especies, por 
ende, acepta un mayor número de mutaciones. 
 
Se seleccionaron las enzimas discriminando por longitud de alineamiento, tomando en cuenta 
aquellos alineamientos mayores a 250 aminoácidos, lo que equivale a alineamientos mayores a 
750 nucleótidos. Las secuencias seleccionadas se analizaron con el software CLC Bio, para 
determinar homologías con las enzimas de las especies anteriormente mencionadas. Las 
secuencias homólogas se convirtieron a formato FASTA y se analizaron nuevamente con 
blastx, se seleccionaron solamente los segmentos donde hubo alineamiento para diseñar los 
imprimadores. Los imprimadores fueron diseñados utilizando el programa Primer 3. En el 
anexo 1 se describe en forma detallada el procedimiento utilizado para el análisis del 
transcriptoma. Este manual servirá para futuras investigaciones en este campo. 
 
Con base en la información descrita en la literatura sobre el metabolismo de Catharanthus 
roseus, se consideraron cuatro enzimas de principal importancia que podrían generar interés 
para futuras investigaciones en U. tomentosa, incluyendo cuantificación por RT-PCR (PCR 
tiempo real). Estas son: strictosidina sintasa, strictosidina β-glucosidasa, triptófano 
descarboxilasa y geraniol-10-hidroxilasa. Además, se seleccionaron secuencias de genes 
constitutivos, ya que estos son necesarios para validar cualquier análisis que se haga en PCR 
tiempo real. Los imprimadores diseñados son específicos para las siguientes enzimas: Factor 
de Remoción de Cromatina (CRF: Cromatine Removal Factor) y un Factor de Conjugación 
de Ubiquitina (UCF: Ubiquitin Conjugation Factor) 
 
Posteriormente se procedió a hacer una amplificación de ADN utilizando los imprimadores 
diseñados. El protocolo de amplificación se detalla en el cuadro 1. Se realizó una electroforesis 
en gel de agarosa al 1%. Las bandas fueron purificadas a partir del gel utilizando en kit de 
purificación QIAquick PCR de Qiagen, estas muestras fueron enviadas a secuenciar con la 
empresa Macrogen en Korea. Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante Megablast 




Cuadro 1. Protocolo de PCR utilizado para amplificar posibles enzimas de interés en ADN de 
U. tomentosa. 
Reactivo Volumen 
Go Taq Buffer 10 ul 
dNTP´s 1 ul 
Primer mix (10 uM) 2 ul (0,2uM con final) 
Poly Taq 0,25 ul 
ADN 100 ng 
Agua Hasta completar 50 ul de reacción 
 
Base de datos de Microarreglos. 
 
Para el manejo de la base de datos obtenida mediante microarreglos se trabajó en conjunto 
con estudiantes de la carrera de ingeniería en computación, los cuales desarrollaron un 
software que permite el manejo amigable de dicha información, este software estaba siendo 
desarrollado para otro proyecto de investigación denominado “Identificación de factores de 
transcripción putativos en Stevia rebaudiana y Tagetes patula como herramienta para posterior 
uso en la descripción de la rutas metabólicas de interés”, el cual está enfocado en la línea de la 
bioinformática, por lo que se les solicitó a los estudiantes que parte de este programa se 
enfocara en el manejo de la base de datos de microarreglos y poder relacionarla con la 
información y las herramientas disponibles en la Web. 
 
Elicitación en individuos de U. tomentosa. 
 
Se tomaron plantas de invernadero de U. tomentosa, las cuales fueron sometidas a elicitación, 
inoculándolas con los hongos Trichoderma sp y Penicillium sp. con el fin de inducir “estrés” en 
la planta, para activar los mecanismos de defensa y un eventual incremento en la producción 
de oxi-indol-alcaloides. 
 
Los hongos se crecieron en medio PDB, luego de tres días de incubación se inoculó la planta 
con 100 ml de medio líquido, que se agregó al follaje. Se mantuvieron en invernadero durante 
cuatro días y posteriormente se realizó una cromatografía de capa fina (TLC) de las plantas 
inoculadas y de plantas control. La metodología empleada para hacer la prueba TLC se 
describe en el Anexo 3.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Análisis de transcriptoma y obtención de imprimadores. 
 
Trabajar a nivel de transcriptoma presenta la ventaja de que el ARNm incluye solamente las 
regiones codificantes para proteínas, es decir, está libre de intrones, mientras que si se trabaja 
a nivel de ADN, se estaría obteniendo tanto exones como intrones, es decir, se tendrían 
muchas secuencias que no codifican para ninguna proteína. El realizar inicialmente una 
comparación de ARNm contra una base de datos de ácidos nucleicos podría generar 
resultados aleatorios, sin embargo, se decidió hacer un análisis inicial de este tipo para 
identificar posibles proteínas de interés que pudieran estar presentes en el genoma de U. 
tomentosa. Esto serviría como una vista previa de la cual partir para realizar una investigación 
más profunda. En el Cuadro 2A del Anexo 5, se presenta una lista de 68 secuencias obtenidas 
a partir de la comparación del ARN de Uña de gato contra la base de datos de secuencias 
nucleótidicas (Nucleotide collection nr/nt) del reino Viridiplantae. Se resaltan con amarillo dos 
secuencias que podrían ser de interés. Además, en el Anexo 6, se presenta una lista adicional 
de 13 secuencias. 
 
Posteriormente, se decidió cambiar las secuencias obtenidas a partir del transcriptoma a 
formato FASTA, para facilitar su análisis con las herramientas libres disponibles en la Web y de 
esta forma hacer el análisis utilizando el algoritmo Blastx para comparar estas secuencias 
contra una base de datos de proteínas, ya que este algoritmo traduce secuencias de ácidos 
nucleicos a secuencias de aminoácidos para luego hacer comparaciones proteína-proteína. 
Esto debido a que las proteínas son las unidades funcionales de procesos celulares, además, 
se presenta mayor conservación a nivel de aminoácidos que de ácidos nucleicos y los genes 
pueden acumular mutaciones a través del tiempo que no necesariamente implican una 
variación en la función de la proteína.  
 
Posteriormente se hizo el análisis, seleccionando solamente tres especies: Catharanthus 
roseus, Mitragyna speciosa y Cinchona sp., esto debido a que, de acuerdo a la literatura, 
también son productoras de alcaloides oxindólicos. Se parte de la premisa que debe existir 
cierto nivel de homología entre las enzimas metabólicas de estas plantas y Uncaria tomentosa, 
ya que los sustratos comparten similitud estructural. Además, los alcaloides de estas plantas 
comparten dos rutas metabólicas de interés, la del (i) ácido shikímico y la del (ii) triptófano (De 
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Luka y Benoit, 2000) (Matsuura et al, 2013). Comparar el transcriptoma de Uncaria tomentosa 
con estas tres plantas es una búsqueda más concentrada y específica. 
 
Las rutas metabólicas y celulares para la biosíntesis de alcaloides han sido esclarecidas en 
Catharanthus roseus, mas no en Uncaria tomentosa. A pesar que los alcaloides de estas 
especies difieren en su estructura final, la biosíntesis inicial de precursores es la misma (Anh 
Tran , 2008), (Ramani et al. 2013). 
 
Con base en análisis realizado a partir del transcriptoma en conjunto con la información 
disponible en las bases de datos referente a las enzimas anteriormente mencionadas se 
lograron diseñar los siguientes imprimadores: 
 
Cuadro 2. Descripción de los imprimadores diseñados para amplificar los genes que codifican 
para las enzimas: G10H, TDC, STR y SGD. 
Nombre del 
imprimador 






SS-F Strictosidina Sintasa TTTGAACCACGCTTATGCC 56.7  47.40 
712 bp SS-R Strictosidina Sintasa GTGAATTTGCTCAAGATGTTCG 56.8 40.90 
 
 
    SG-F Strictosidina-β-glucosidasa GGTCGAGGCCCAAGTATATG 57.7 55.00 
654 bp SG-R Strictosidina-β-glucosidasa CTGCTGAAAGTATTCTCGGTATAG 56.9  41.70 
 
 
    TDC-F Triptófano descarboxilasa TGTACCATTTAAGCCACTTGATCC 59.2  41.70 
1459 bp TDC-R Triptófano descarboxilasa ATTCTCTTTAATCACAGCGTCAGC 59.9 41.70 
 
 
    1_G10H-F Geraniol-10-hidroxilasa CATCGTGCTAGGTTTGATATTCG 57.9 43.50 
1424 bp 1_G10H-R Geraniol-10-hidroxilasa ATGTAATGCCAAACTTCTCCTCC 58.9  43.50 
*Tm: Temperatura melting.     %GC: Porcentaje de Guaninas y Citocinas 
 
La enzima geraniol-10-hidroxilasa (G10H) transforma el geraniol en 10-hidroxigeraniol a partir 
del cual se sintetiza la secologanina, mientras que la enzima triptófano descarboxilasa (TDC) 
sintetiza triptamina a partir del aminoácido triptófano. La enzima strictosidina sintasa (STR) 
cataliza la unión de estos dos compuestos (triptamina y secologanina) para formar strictosidina. 
La eliminación de la glucosa que posee la strictosidina es catalizada por la enzima 
strictosidine-β-glucosidasa (SGD). El producto resultante al eliminar la glucosa, es una 
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dialdehído altamente reactivo a partir del cual y dependiendo de las condiciones (como pH, 
solventes, etc) pueden formarse diferentes tipos de oxi-indol-alcaloides (Figura 1), por ejemplo, 
bajo condiciones de incubación ligeramente ácidas, el producto principal en C. roseus es 




Figura 1. Esquema de la biosíntesis de Alcaloides monoterpénicos. Las flechas punteadas 
indican múltiples reacciones enzimáticas. (Tomado de: Collu et al, 2001) 
 
 
En el cuadro 3 se describen los imprimadores diseñados para los genes constitutivos (HK), los 
cuales se expresan en todo momento, independientemente de las condiciones a las que se 
someta la planta esto debido a que son indispensables para los procesos vitales de la misma. 
Un gen de referencia debe ser considerado como válido únicamente cuando se utiliza bajo las 
mismas condiciones que el gen que se está estudiando (Dheda et al., 2005). Por lo general, se 
asume que los genes HK que codifican para proteínas necesarias para actividades básicas, 
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tales como: traducción de proteínas o mantenimiento del citoesqueleto, se expresan de manera 
uniforme en los diferentes tejidos y órganos. Sin embargo, se ha encontrado que la expresión 
de estos genes, aunque es constante en algunas condiciones experimentales, varía 
considerablemente en otros casos (Gutierrez et al., 2008). 
 
 
Cuadro 3. Descripción de los imprimadores diseñados para amplificar los genes que codifican 
para las enzimas: Factor de Conjugación de Ubiquitina y Factor de Remoción de Cromatina 
Nombre del 
imprimador 







Factor de Conjugación de 
Ubiquitina TTCTATGACAAGTTTAACATCCGCC 59.8 40.00 
128 bp UCF-R 
Factor de Conjugación de 
Ubiquitina AAGTTCAAATAAACGCCCTTCTCC 60.0 41.70 
 
    
CRF-F 
Factor de Remoción de 
Cromatina  CTTCTTTGGAGGCAAACCTTTCTC 60.4 45.80 
111 bp  CRF-R 
Factor de Remodelación 
de Cromatina TCTGGTGAGAATGATCAACAGGAG 60.3 45.80 
 
Un factor de conjugación de Ubiquitina (UCF) es una del conjunto de enzimas que 
intervienen en la ubiquitinación de las proteínas que van a ser degradadas. La ubiquitinación se 
define como la marcación selectiva de proteínas blanco o sustrato con moléculas de ubiquitina 
(Ub). La proteína ubiquitinada es degradada por el complejo enzimático proteosoma 26S. Este 
proceso, que se ha encontrado en organismos eucariotas, impide la sobreacumulación de 
proteínas, evitando así respuestas autoinmunes en el organismo (Huang et al., 2014), (Niño, 
2011). 
 
El factor de remodelación de cromatina (CRF), es una enzima que forma parte de un 
complejo enzimático dependiente de ATP, que se encargan de desempaquetar el ADN 
reestructurando el nucleosoma (que es la unidad de repetición primaria de la estructura de la 
cromatina). Los remodeladores de cromatina controlan el embalaje y desembalaje de modo que 
se  ejecuten correctamente diversos procesos, tales como la transcripción de genes, la 




Al realizar la amplificación mediante la técnica de PCR utilizando los imprimadores diseñados 
se obtuvo bandas de buena intensidad, (Figura 2) esto permitió hacer una purificación a partir 
del gel, para poder secuenciarlas. Las secuencias obtenidas se presentan en el Anexo 2. 
Luego de realizar un Megablast, se determinó que había una alta similitud entre las secuencias 














Figura 2. Amplificación de muestras de ADN de U. tomentosa, utilizando los imprimadores 
diseñados a partir del transcriptoma y la información obtenida mediante microarreglos. 1. 
Marcador de peso molecular 1Kb de fermentas. 2. Amplicón obtenido a partir de imprimadores 
G10H. 3. Amplicón obtenido a partir de imprimadores SS. 4. Amplicón obtenido a partir de 
imprimadores SG. 5. Amplicón obtenido a partir de imprimadores TDC. 6. Amplicón obtenido a 
partir de imprimadores UCF. 7. Amplicones obtenidos a partir de imprimadores CRF, en este 
caso se obtuvieron 2 bandas, ambas fueron purificadas y secuenciadas. 8. Marcador de bajo 







Figura 3. Resultados del alineamiento de las secuencias de U. tomentosa, realizado mediante 
Megablast contra las secuencias reportadas en el NCBI 
 
Los porcentajes de identidad obtenidos fueron bastante altos, siendo 89% para la enzima 
Triptofano descarboxilasa (TDC) con respecto a la secuencia reportada para Mitragyna 
speciosa. En el caso de Geraniol-10-hidroxilasa (G10H), se obtuvo un porcentaje de identidad 
de 91% en una secuencia y 86% en otra, ambas comparadas contra Cinchona calisaya; para 
esta misma enzima se obtuvo 85% al comparar con Mitragyna speciosa y 80% con Catharantus 
roseus. Con factor de conjugación de Ubiquitina (UCF) el porcentaje mayor obtenido fue de 
90% en Glycine max, y para el caso del Factor de remodelación de cromatina (CRF), una 
helicasa del ARN, se obtuvo un porcentaje de identidad de 92% con una secuencia reportada 
como proteína de ARNm en Sorgum bicolor, a esta última secuencia de S. bicolor, se le realizó 
un megablast para obtener más información y se obtuvo un porcentaje de 95% de identidad 





Caracterización de secuencias y análisis de transcriptoma de ARN total. 
 
Se logró desarrollar un software que facilita el manejo de la base de datos que contiene los 
resultados de los microarreglos, ya que, este programa los presenta de una forma más 
amigable y a su vez los relaciona con la información disponible en la WEB, permitiendo además 
almacenar información como imprimadores diseñados, además de que está conectado en 
forma directa a herramientas como Primer 3, Blast (NCBI) y KEGG para rutas metabólicas. 
 
El link para ingresar a este programa es: www.ic-itcr.ac.cr/ePathway. (Figura 4 y 5) 
Figura 4. Pantalla de inicio del programa e-Pathway, el cual tiene una parte destinada al 
manejo de datos generados por microarreglos. (Señalado con flecha roja) 
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Figura 5. Visualización parcial de la base de datos de microarreglos de U. tomentosa, basada 
en el genoma de Arabidopsis thaliana. 
Este programa permite introducir la información que se encuentra en la base de datos de 
microarreglos y utilizando los números de accesión, realizar los análisis correspondientes de 
forma más eficiente. De esta forma se puede obtener la secuencia del gen, a su vez diseñar 
imprimadores ya que se encuentra ligada con la herramienta Primer 3, además de correlacionar 
con la ruta metabólica a la que pertenece, esto mediante el botón KEGG Metabolic Pathway. 
Se cuenta con un manual de usuario en el que se explica paso a paso el uso de esta 
herramienta bioiformática, el cual puede ser visualizado ingresando al link: 
http://epathway.wikia.com/wiki/Epathway_Wiki 
 
Elicitación en individuos de U. tomentosa. 
 
Al realizar la prueba TLC a las plantas in vitro, no se logró obtener bandas definidas que 
pudieran ser medidas. Se cree que esto se debe a que la concentración de alcaloides 
producida a nivel in vitro es muy baja, por lo que la prueba no las puede detectar, para 
solventar este problema sería conveniente realizar el análisis utilizando la técnica de HPLC, 
con la cual se pueden medir concentraciones más pequeñas, otra opción sería utilizar un 
número mayor de plantas y luego concentrarlas todas. Esta opción no fue posible, debido a que 
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no se contaba con suficiente material in vitro. Sin embargo, se realizó la misma prueba en 
plantas de invernadero, se logró obtener una banda en las plantas que fueron tratadas con 
Trichoderma sp, esta banda podría indicar la presencia de los compuestos de interés (Figura 
6). Al calcular el Rf de la misma se obtuvo un valor de 0,50, que coincide con el Rf reportado en 
la literatura para el metabolito denominado Mitrafilina (presente en U. tomentosa) (Anexo 4, 
Cuadro 1A) (Lock, 1995). En las plantas tratadas con Penicillium sp y en las plantas control no 
se logró identificar ninguna banda, lo que hace suponer que Penicillium sp no estimula la 
producción de oxindolalcaloides por elicitación. 
Figura 6. Prueba de TLC realizada a plantas de invernadero sometidas a elicitación. Se señala 






1. Existe probabilidad muy alta de que las secuencias amplificadas en el ADN de U. 
tomentosa correspondan a las enzimas Triptofano descarboxilasa, Geraniol-10-
hidroxilasa, un factor de Ubiquitinación y una enzima del complejo de remodelación de 
cromatina. 
2. Se obtuvo amplificación con los imprimadores diseñados para las enzimas 
anteriormente mencionadas utilizando ADN extraído de U. tomentosa, lo que permite 
tener secuencias genómicas parciales de dichas proteínas. De igual forma se obtuvo 
amplificación con los imprimadores diseñados para genes constitutivos (HK genes) 
3. El uso del transcriptoma es una herramienta más efectiva para el diseño de 
imprimadores específicos y en consecuencia para la obtención de secuencias proteicas, 
en comparación con el uso de microarreglos. 
4. Según la banda obtenida por TLC, existe probabilidad de que el hongo Trichoderma sp 





1. Se recomienda hacer más pruebas de elicitación sólo con Trichoderma sp aumentando 
el número de individuos para verificar su efectividad como elicitor. 
2. Se recomienda hacer pruebas por Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) para 
cuantificar la producción de metabolitos secundarios obtenidos por elicitación. 
3. CLC Bio de Qiagen, es un software necesario para facilitar el análisis de transcriptomas, 
por lo que se recomienda a la institución adquirir la licencia del mismo. 
4. Se recomienda diseñar nuevos imprimadores específicos para hacer pruebas de PCR 
Tiempo Real, basados en las secuencias obtenidas a partir de los amplicones de U. 
tomentosa. 
5. Una vez diseñados los imprimadores para PCR tiempo real, se recomienda hacer 





APORTES Y ALCANCES 
 
1. Se cuenta con una metodología para análisis de transcriptoma usando las diferentes 
herramientas bioinformáticas. 
2. Se logró diseñar cuatro pares de imprimadores para U. tomentosa, que amplifican 
posibles genes de enzimas de metabolismo secundario. Además de dos pares de 
imprimadores que amplifican para genes constitutivos de U. tomentosa. 
3. Se cuenta con el software E-Pathway para el manejo más eficiente de la información 
obtenida mediante microarreglos. 
4. Se lograron identificar secuencias correspondientes a proteínas obtenidas a través del 
transcriptoma de U. tomentosa, complementado con la información disponible en la 
base de datos del NCBI. 
5. Toda la información descrita en este documento, sirve de base para futuras 
investigaciones más amplias, que den continuidad al presente proyecto y con el que se 
pueda llegar a hacer selección de individuos de interés o secuenciación del genoma de 
U. tomentosa. 
6. El conocimiento generado se ha incorporado a la docencia no solo en los cursos que se 
imparten sino también en el aprendizaje de todos los estudiantes asistentes que 
participaron en la investigación. 
7. Como producto de esta investigación, se cuenta con una tabla de 81 posibles 
secuencias de genes de U. tomentosa, además de toda la información obtenida a través 
del transcriptoma, a la cual se le puede sacar mucho provecho. Es importante recalcar 
este último punto, ya que esta investigación surgió debido a la carencia de información 
a nivel genético de una planta considerada como de gran importancia por sus 
propiedades medicinales, con toda la información obtenida en este proyecto se llena el 
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Análisis bioinformático para la detección de genes de importancia en la producción de 
alcaloides oxindólicos en Uncaria tomentosa 
 
A. El archivo del transcriptoma con extensión “.gb” se logró abrir con el software BioEdit y 
transformar en un archivo FASTA de la siguiente manera: 
1. Abrir BioEdit 
2. File -> Open… 
3. Escoger el archivo con terminación “.gb” 
4. File -> Save as… 
5. Escoger en tipo “Fasta (*.fas, *.fst, *.fsa)” 
6. Guardar en ubicación de preferencia 
 
El archivo generado se guardó con el nombre de “UNCARIA”.  
 
B. Los archivos FASTA son capaces de ser abiertos por el algoritmo de BLAST de la 
siguiente manera: 
1. Click en el hipérvinculo de BLAST 
2. Escoger el algoritmo de preferencia 
3. En “Or, upload file”, dar click en “Seleccionar archivo” 
4. Escoger parámetros de preferencia 
5. BLAST! 
 
C. Los resultados de BLAST pueden ser exportados en una extensión XML, la cual es muy 
utilizada por desarrolladores de páginas web, además de ser capaz de visualizarla 
mediante exploradores de Internet (e.g. Google Chrome, Internet Explorer, etc.) de la 
siguiente manera: 
1. Abrir BLAST 
2. Escoger el algoritmo de preferencia 
3. Subir el archivo FASTA de preferencia 






6. Una vez obtenidos los resultados, escoger en el panel superior la opción “Download”, 






7. Abrir con un explorador web como Internet Explorer 
 










Esto tiene una gran ventaja ya que muestra datos relevantes como “E-value”, “Ident”, 
“Accession” y “Max score”. El archivo XML puede ser convertido a un archivo Excel, el cual 
permite filtrar la información de varias maneras, como se verá más adelante.  
 
D. El archivo FASTA que se generó mediante BioEdit, nombrado como “UNCARIA”, consta 
de más de 50 mil secuencias. Esto trae complicaciones a la hora de subir un archivo al 
BLAST ya que (i) la plataforma es incapaz de subir archivos con tantas secuencias 
(estos no deben exceder las 7000 secuencias, 6000-6500 secuencias es un rango 
recomendable), además de que (ii) un proceso de tal magnitud consumiría demasiados 
recursos de la computadora. Por lo que se dividió el archivo en 9 documentos 
denominados “UNCARIA subset 1 al 9”.  
 
E. Se utilizó el algoritmo de BLAST llamado blastx para realizar el análisis de las 
secuencias. El algoritmo de BLAST blastx traduce secuencias de ácidos nucleicos a 
secuencias de aminoácidos para luego hacer comparaciones proteína-proteína.  
 
F. Los datos se compararon contra las especies Catharanthus roseus, Mitragyna speciosa 
y Cinchona sp. debido a que son plantas productoras de alcaloides oxindólicos, se parte 
de la premisa que debe de existir cierto nivel de homología entre las enzimas 
metabólicas de estas plantas y Uncaria tomentosa, ya que los sustratos comparten 
similaridad estructural. Además, los alcaloides de estas plantas comparten dos rutas 




G. Se seleccionaron cuatro enzimas que participan en la síntesis de oxindolalcaloides en 
las especies anteriormente citadas. Estas son: strictosidina sintasa, strictosidina β-
glucosidasa, triptófano descarboxilasa y geraniol-10-hidroxilasa. 
 
H. Debido a que se desconoce la distancia evolutiva entre Uncaria y las plantas 
anteriormente mencionadas, se recomienda utilizar la matriz de sustitución BLOSUM 50 
en lugar de BLOSUM 62 ya que es menos rigurosa y parte de una mayor distancia entre 
las especies, por ende, acepta un mayor número de mutaciones.  
 
Los parámetros utilizados para la búsqueda en el BLAST fueron: 
• Database: non-redundant protein sequences (nr) 
• Organism: Catharanthus roseus (taxid:4058), Mitragyna speciosa (taxid:170351), 
Cinchona (taxid:43462).  
• Max target sequences: 10 
• Expect threshold: 1* 
• Matrix: BLOSUM 50 
*en caso de que una secuencia no generara resultados, el expect threshold se aumentó a 10, 
20, 50 y 100, respectivamente.  
 
I. Los resultados obtenidos fueron recopilados en archivos XML, que posteriormente se 
convirtieron a documentos de Excel, los datos obtenidos se copiaron y pegaron de 
forma manual en un solo archivo llamado “Uncaria – Cinchona – Completo”. 
 








J. Una vez realizado el archivo de Excel que contempla a todos los subarchivos, se 
seleccionaron únicamente las enzimas de interés. Este es un proceso manual y se 
realizó de la siguiente manera: 
1. Abrir el archivo de Excel completo. Cabe destacar que en total, son dos de estos 
archivos, uno para cada organismo: Cinchona y Mitragyna.  
2. Seleccionar la celda en la columna E denominada como 
“/BlastOutput_iterations/Iteration/Iteration_hits/Hit/Hit_def”. Esto equivale a la columna 
de “Description” en el BLAST. 
3. En la pestaña “Datos”, dar click en “Filtro”.  
4. Seleccionar la flecha que aparece en la esquina inferior derecha de la celda. 




*Nota importante: Es necesario hacer un estudio metabólico antes de iniciar con el análisis 
genético ya que se necesita conocer cuáles son las enzimas de interés para la investigación 
para luego poder filtrar los resultados. 
 
 
6. Seleccionar la celda en la columna F denominada como “Hsp_align-len”. Esto equivale 
a la longitud del alineamiento. 
7. Ordenar de mayor a menor. 
8. Seleccionar las filas de únicamente aquellas secuencias con alineamientos mayores a 




10. Pegar en un documento de excel nuevo. 
11. Repetir los puntos 6-10 para cada una de las enzimas de interés, tanto de Mitragyna 






De esta manera, se logró recopilar todos los resultados que cumplieran las características 






K. La columna AK se denomina como “/BlastOutput_iterations/Iteration/Iteration_query-def” 
y contiene la secuencia del transcriptoma que genera el alineamiento descrito ya en la 
fila de la hoja de cálculo, en las celdas hacia la izquierda. Estas se analizaron mediante 
el software CLC Bio de la siguiente manera: 
 
1. Abrir el CLC Bio 
2. Dar click en “File” y luego en “Import…” 
3. Abrir el archivo FASTA denominado “UNCARIA”, el cual contiene el transcriptoma. 
4. En el panel de navegación denominado “Navigation Area” aparecerá el archivo FASTA. 





5. En el mismo panel, crear un folder llamado “Posibles Genes” y una subcarpeta llamado 
como la enzima. Para este caso, “Strictosidine synthase”. 
6. En el archivo Excel con el recopilado de enzimas, dirigirse a la columna AK y anotar las 
secuencias del transcriptoma cuyos resultados presentan homología con la enzima 
strictosidine synthase. 
7. El CLC Bio presenta un filtro en una esquina superior derecha. Insertar el código de las 
secuencias anotadas y dar doble click sobre la secuencia. Esto abrirá la secuencia en 
una ventana aparte.  
8. Arrastrar la pestaña hacia el subfolder ya creado.  






L. Una vez seleccionadas apartadas las secuencias de interés dentro del folder, realizar 
una lista de secuencias de la siguiente manera: 
1. Dar click en “New”, sobre el “Navigation Area”. 
2. Click en “Sequence list” 
3. Seleccionar las secuencias y desplazar al panel de la derecha mediante la flecha azul. 
4. Click en “Next”. 
5. Verificar que la casilla de “Save” esté seleccionada. 
6. Escoger la carpeta creada para almacenar ahí. 




Las listas de secuencias pueden ser exportadas en formatos FASTA, lo cual facilita un análisis 
posterior en BLAST mucho más detallado. Para ello: 
1. Click en “Export”. 
2. Seleccionar formato FASTA 
3. Escoger la lista de secuencias deseada 
4. Click en “Next”. 
5. Click en “Next”. 
6. Seleccionar la ubicación de preferencia. 
 
M. Una vez exportada la lista de secuencias, se analiza mediante blastx, nuevamente, 




En el panel de “Alignments” en los resultados del BLAST se despliega información detallada del 
alineamiento. Es importante considerar el “frame” de la secuencia ya que indica en qué 





N. Cuando se realizan los imprimadores sobre la secuencia es importante tomar 
únicamente la región donde existe alineamiento para de esta manera, asegurar que los 
imprimadores realizados puedan amplificar con éxito.  Además, si el “frame” es negativo 
(ver imagen anterior), se recomienda cambiar la dirección de la secuencia en el CLC Bio 
de la siguiente manera: 
1. Abajo del “Navigation Area”, abrir la carpeta de “Nucleotide Analysis”. 
2. Click en “Reverse Complement”. 
3. Seleccionar la(s) secuencia(s) deseadas. 
4. Verificar que la casilla “Save” esté seleccionada. 
5. Escoger la ubicación de preferencia para guardar.  
6. Exportar la secuencia y repetir el análisis. 
 
Cuando se analiza la secuencia con un ORF + por individual, el algoritmo de BLAST presenta 
la información de forma que se visualiza la presencia de dominios y motivos dentro de la 






Secuencias obtenidas a partir de muestras de ADN de U. tomentosa utilizando los 
imprimadores diseñados en el proyecto. 
 











































































































































CRF1-R.    157 bp 
NNNNNNNNNNNNNTCTTCCANACTCTCGTAACCNCCCCCACTTTTCTGAACCTTAATAATGTTTNANTATTCATCCAACCTACA
CCTGTCTCCATGNTTTCNNGTTGGGAACTTGTATANNCTTTAGACGCCTTCAATATTATGGCGGATGTTAACT 














Protocolo de extracción de alcaloides de Uncaria tomentosa 
Plantas de invernadero 
1. Se toman hojas frescas del invernadero (apices) 
2. Se pesa 1 gramo de planta. 
3. Se macera la planta utilizando un pistilo y mortero con nitrógeno líquido. 
4. Se coloca el macerado en un tubo Falcon de 50 ml. 
5. Se agrega 1 ml de solución de Hidróxido de amonio al 10%. 
6. Se incuba por 5 minutos. 
7. Se centrifuga la muestra a 14 mil rpm y se transvasa la solución de amonio a un tubo 
falcon de 50 ml nuevo. 
8. Se agregan 5 ml de metanol a ambos tubos por separado. 
9. El tubo con el precipitado se centrigufa y se transvasa el metanol a un tubo nuevo. 
10. Se corren en una placa de TLC 40 ul de cada muestra. 
11. Se observan bandas referentes a alcalaoides de U. tomentosa en el metanol extraido 
del precipitado. 
 
Plantas in vitro. 
1. Se toman las hojas y se maceran utilizando pistilo y mortero con nitrógeno. 
2. El macerado es colocado en tubos de 2 ml. Se pesa el macerado para uniformar las 
muestras. 
3. Se agrega 300 ul de amoniaco 10% 
4. Se incuba por 5 minutos  
5. Se centrifuga por 20 minutos a 14 mil rpm 
6. Se descarta el amoniaco. 
7. Se agrega al pellet de células 300 ul de metanol 
8. Se incuba por 10 minutos 
9. Se centrifuga la muestra por 20 min a 14 mil rpm 
10. Se pasa sobrenadante a un tubo nuevo (se descarta pellet) 
11. Se incuba a 65 C hasta evaporar 
12. Se agregan 25 ul de metanol 
13. Se colocan los 25 ul de muestra en placa de TLC. 
14. La placa de TLC se corre en una cámara cerrada con 10 ml de fase móvil (etil acetato-
isopropanol-Hidróxido de amonio en proporción 100:2:1) 





Cuadro 1A. Propiedades de los alcaloides de U. tomentosa. En el recuadro se señalan los Rf correspondientes a cada 



















CUADRO 2A. Secuencias de posibles genes de Uncaria tomentosa obtenidas a partir de ARN 
 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(GSH) with a 







































































































































































































































































































































































































































































CA. RbcX has 
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835 0.99 0 0.8 
comp921_c0_
seq1 
TAACTTGAAG AACATATCTC TCTCTCCCTA TGGTGATTAT 
TGGAAGCAAG TGAGAAGCAT GGCTGTGAAT CTGTTTCTAA 
ATCAGAAGAG GGTTCAGTCG TTCCGAAGTG TAAGAGAAGA 
GGAAGTTTCA TTACTGGTGG AGACAATCAA AGAATCTTGT 
GCTTCTTCCT CCGTAATAAG CATGAATAAG TTGTTGACAA 
CGTTTGCAAA TGACACAGTG TCAAGGATAA CTGTTGGGAA 
GAGGTACTCA GGAGAAGGTG GAAACAAAGT GGCAGAGATA 
TTGGTTGCAG GCACCGAGTT ATTGGGTGCT TATATGGTAT 
GGGACTTCTT CCCACGGCTT GCATGGATCA CCTACATAAC 
TGGATTGCAA GCAAAGATCA AGAAAGTCGG AAAAGATTTG 
GATCAAAATT TGGAGAATTT AGTTGAAGAA GAAATAAAGA 
GGAGCAAAAG AAGAGGCTCC GTCTCCGATG TCGGTGAAGG 
TGACCAAGGT AAAGACAATC AGAATTTACT CCAGGATTTG 
CTTGAACTCC AGAGAACCAA CTCAACTGGA TATGCTTTGG 
ATCGAGAATC CATTAAGGCT ATCATAATGG ACATGATTGC 
CGGAGGATTT GATACAGATT CATTTTTGGA GTGGGCATTG 






















AAGATGAGTT GAAAGAAGTT ACTGGATCCA AATCGTTCAT 
ATCGGAGGAT GATTTAAGTA AATTGCAATA CTTGAAAGCA 
ATAATAAAAG AAACATTCCG ATTCACTCCC CGTGCATTTA 
TCGTAAGGGC AGCAACCAAG GATGTCAAAG TAATGGGCTA 
TGATATTGCT GCAGGCACTC AAGCCATTGT CAATATATGG 
GCAGTTGGAA GGGATCCAAC GTTGTGGGAA AAACCTGAGG 
AGTTTCGGCC AGAGAGGTTC TTGAACAGTT CAATAGATTT 
GAAAGGACAT CACTTTGAAC TGCTTCCATT TGGTTCAGGA 
AGAAGGTCTT GCCCCGGTTC TACATTTGCC TTGGTCATAG 
CTGAGCTTGC ACTGGCAAAT TTGGTGCGCA ACTTTAATTT 
TGCATTGCCC GGTGGAGCAA GAGCCGAAGA CTTGGACATT 
GCTGAAGCTC CTAGTGTCAT GGCTCCGTTG TTAACTCCTC 
TTCTACTTGT TCCATCTCTT TGTTAAACCT GCAAGCTAGC 
GATTTTCCGA TTTCTAATAA CGTCATATGT CTGGATGGTG 
TCGATTTCCC TTTAATTAAG TTGCTAAAAC CTAGTATATT 
TGCAATTTGA TTTGGTAGAG TTTTATGAAC GAAGCATTAT 
TGGCATATTG CATGTATCAC TACGCTAGCT ACAGTTTGTT 






 GCCCGATATC AACGCCAGCC CACCCAACCA ATCCCAGACA 
ACCAAAATCT CCACTCTCAT  TTGAGTCCAT CCCACACCAA 
CTGAGCACTA CCAGTTCCCG CCACCCATCA TGGATCTTCT      
CTTGCTTGAG AAGACCCTTT TGGGCGTCTT TGCAGCCATC 
GTAGTTGCCA CCGTTGTTTC      TAAATTACGC GGCAAGAAAT 
TCAAGCTTCC CCCAGGCCCA ATCCCAGTTC CCATCTTCGG     
AAACTGGTTG CAGGTCGGTG ATGACTTGAA CCACCGTAAC 
CTCACAGACT ACGCCAAAAA      ATTCGGAGAA ATTTTCCTGC 
TCAGAATGGG CCAGCGCAAC CTCGTCGTGG TCTCATCCCC      
TGATCTTGCT AAAGAAGTCT TGCATACTCA GGGCGTGGAG 
TTTGGCTCCC GCACGAGAAA      CGTGGTGTTT GACATTTTCA 
CCGGTAAAGG CCAGGATATG GTCTTCACCG TCTACGGCGA      
GCATTGGAGG AAGATGAGGA GGATTATGAC TGTCCCCTTC 
TTTACCAACA AGGTTGTTCA      GCAATATAGA CACGGTTGGG 
AGGAAGAGGT CGCCCGAGTT GTCGAAGATG TTAAGAAAAA      
TCCTGAATCC TCGACTAATG GGATTGTTTT GAGGAGGAGG 
TTGCAACTGA TGATGTACAA      TAATATGTAC AGAATTATGT 
TTGATTACAG GTTTGAGAGT GAGGATGACC CTTTGTTTAA      
TAAGCTTAAG GCTTTGAATG GAGAGAGGAG TAGGCTGGCT 
CAGAGCTTTG ACTATAATTA      TGGTGATTTC ATTCCCATCT 
TGAGGCCTTT CTTGAGGGGT TACCTGAAGA TCTGTAAGGA      
GGTTAAGGAG AGGAGACTGC AGCTGTTCAA GGATCATTTC 
GTCGAGGAAA GAAAGAAGCT      CTCGAGCACA AAAAGCATGG 
ATAGCAACAG CCTGAAATGT GCCATAGATC ATATTCTTGA      
AGCACAGCAG AAGGGAGAGA TTAACGAGGA CAATGTCCTT 
TACATTGTTG AAAACATCAA      TGTTGCCGCT ATTGAGACAA 
CATTGTGGTC GATTGAATGG GGCATTGCGG AATTGGTTAA      
TCACCCACAT GTTCAGAGGA AGCTACGTGA AGAGATTGAT 
ACTGTGCTTG GACCTCGAGT      GCAAGTCACT GAACCTGACA 
CCCACAAATT GCCATACCTT CAGGCTGTGA TCAAGGAGAC      
CCTCCGCCTT CGGATGGCAA TTCCTCTTCT GGTGCCTCAC 






































CTGCTGAGAG CAAGATTCTG GTCAATGCCT GGTGGCTAGC      
AAACAACCCA GAAAACTGGA AGAAACCAGA GGAGTTCAGA 
CCCGAGAGGT TTTTGGAAGA      GGAGTCTAAG GTTGAGGCCA 
ATGGCAATGA CTTCCGATAT CTTCCATTTG GTGTTGGCCG      
GAGAAGCTGC CCCGGAATTA TCCTTGCATT GCCAATTCTT 
GGTATTACTT TGGGACGCTT      GGTGCAGAAT TTTGAGCTGC 
TGCCTCCTCC AGGGCAATCC AAGATTGATA CCGCGGAAAA      
AGGTGGACAA TTCAGTTTGC ACATTTTGAA GCATTCCACC 
ATTGTCTTGA AGCCAAGGTC CTTCTAGATG TGATCTTAAT 
TATGTGATAA AATTTGGCTT ATTTACAAAT TACTTTTCAG 
AGTGTGATTG TGGATCTTTT GATCTGTAGA CATTTATTCA 




ATTCCAGGAG CTGGAAAATG AAGTTATCAA CTACATGGCA 
AAGCTTTGCC CCGTCAGGCC  TGTAGGACCA TTATTCAGAT 
ATCCTAAAGA TCCCACCTCA AATGTAAGTG TTGATATTTT 
GAAAGCCGATGATTGCATAG GGTGGCTTGA CTCGAAGCCA 
CCGTCTTCGG TCGTGTACAT CTCCTTTGGA AGCGTTGTGT 



































































 CTTCTTTCGA AACATCATCG ATTTAGATAA AGTTCTCAAT 
TTTACATGAA ATGAAGGGGGCATTGTTCAT ATCCTCGTAA 
ATTAACATGA GCTGCACACC AGAACATAAC 
AGATAAAAACTGTTCGCCCC AGTCTAGTTT TACAAATATA 
GTAAATATCA TCCAAGACCA ACAACAACAACACAGACTTC 
TCTACATCCC AGAGCTTCCG ATACAGTTAA AAGATACAAT 
ATAATAGTACTAATAATCAG TGCATAATAT ATTTATGACA 






















GGTCATTCCT CTGACCATAA TAACATTAAA ACCATAATCT 
TAAAAATATTTTTAAGAAAA AAAGGGGTAA TTTCTCTTCA 
GAAAACAGAC TCATAGCAGA CAAACCAACAATTGACCCCA 
CCAATCTCAT CTCTCTCATA GCATCACCTC AGACTTTCCC 
TGCCTATGATCTTTCTTTTT TTTCATTTTT TTGCAAATTT 
TCCGGCATAC CCAAAAAAAA AAAAAGAAATCTGAGCAATT 
TTATCCGAAT TGTTCGGAAA TGATACTATC ATCAGACAGA 
TCAGAACACC CATTAGAGGC AAAGAGCTGT GCAGTGAAGA 

















TATCCAATTC TCCACGACCG AGTCAGCGGC TGACTCGTTC 
ACCGTGACTC GTTTGATCCA  TCCGTCAACA CAACCTGTGT 
ATATAACTCC AGACTTGGGG TCGTAAGCTA TGTCCTCAGG       
AGCCAACAAT TCTCCAACCC CAATATTCTC CGCCCCTTTA 
AGCAAGTGAG AGTTGCGTTT       CGGCACTACC ATCGGTTCTT 
TCCGAGTCAA CACGTGAACA GGGTAAGGAG CAGGGTCGAA       






































GTATTCCTTC CGTTGATCAA GCGAAGCCCT CTCCAGAACA 
CCGATGAAGT TGTGGAATAA TGATCCAACA TAAAGTGCAT 
GATTATGCTC GTGAATTTGC TCAAGATGTT CGTTTTTATA 
TGGCTGTGGA AGATCCACAG TTTCCAATAT TCTGCCAAAT 
TCGTTGAACC TTACTCCTAT  GGATGTAAGT ATTGGTGCAT 
TTTCATCAGT GGATGGAACC CAAAAATCTC CAGCTGGTGT  
CCTCTTTATG TTCCCCGGAC CTGGAATTTC CAACAAAATT 
TCTGAAGAAT TTGCTTTAGG  ACCCTCTAGC CAATACTTGA 
GAATTTTGTT GCCCAAATAT TCAGCAACAA GAACAAAGGT  
GCTGTCTTTG CTGCCTTCTG TACCACCTGG TACATTTAGT 
CCTTTCATCA AAACGGTCAC  TTTCTTAGTT AAGGGATCAT 
ACTTCAGTAA TCTTCCAGTT GTGTCGTTTG TATCCATTAT  
ATCCTGCACA CCTCTGTCAT CGTAGACGCT GCTAACTTCC 
GTGAAATAAA CAATCCCAGT  TCGCTGATCC ACAGTTAAGG 
CATAAAGCCA CTTGAAATCA GCTCCGTCTG CACCATTGGC  
AACTTGTATT GCAAGCCCTC CATCCGGTCC AACCATGCCA 
AGACCATAAT AGCCATCAAC  TATATAAAGC TTCTTTGTAG 
CATAGTTGAA TCCTAAGTCG TATACCCTCC CACAAATGGG  
CTTTAGGTGC GGTTCAATCG TGGCATTCTT GCTCTTGCAA 







































AAAAAACAAT GCCTGATCCT CCATA 
comp16519_c
0_seq1 
TGAGAGGGTA CGTGAGGGCG GAGGAAGACA ACAGAACAGA 
ACAGAGAGAA AGCAGAGTAA   CTATGAAGGC AATATATAAC 
TGGTTCTTTA GTTCAATTTG TAAATTCCAA CAAAAGGCAT      
CAAAACAGAT CCAATCCATA ACTTCCCATC TTTCTCCTCA 
ACTTCACTTA TAAACCTCAA      GGTCTTCCCA TCAATATCTT 
CCAAGACCTC CAAAACTTTC CCCTCATCGC TCAGCTTTAT      
TGCGGTTGCA TGAGCCTGCC CTCCGACTAA AAAATGGTGC 
AGTTGCTTGA AGCTTAGTGG     AAGCTTTAGC AAAGTCTTTC 
CAAACCAACA ATTAGAAATT ACCCACTTTA AAAGAAGTCC     
AGTCTTCGCA TGCAAAGCCA CCCAAAACTC CCCTTTTGAA 
TTCCTTCTAA TGTTGTCAGG     AAATCCTGGC AGCTCAGCAA 
AGATATCATG TTTTCCGGCG TTAGGGCCTC GAAGCCAGAA     
TCTCACTATT CTACAAGCAG TGGTTTCAGC CACAAGCACA 
AAAGAGCGGT CTTTACTCAA      AGCCACACCA TTAGCAAAAG 
CAAGTCCCCG AAGTAGAACT GTTACTTCTT TGCTGGATTT      
ATCATATTTC ATCAGTCTGC CTGTCTTGTC TTCACTTAAG 
ACCGCTGATA TAAATTGCCT      TCGTTGGAAT ATCGTGCTTG 
TATCTGAGAA GTAAATCACA TCTTCATGCT CATCAATGTC      
CATGTCATTT GTAAAGCGCA AAATAGCACC TTCGACCTCT 
GTCACTAGTG GAGTTGCTAA      ACCTCCCGTT TGCCCTACCA 
CTTGGAGGCC CAAATAGGCA TCAGCAATAT AGAGATCTCC      
ATTCTTCTGA TCAAATCGAA GTCCCAATGG TCTTCCGCAT 
ATATGCTCCA TATGTGGTGC     AAATGGATGA ACACATTCCT 
TCCTTTGAGT AGAGGTGAAT GCAAAATCAA CCCAACCATG      
TTGATGTCCT TGCCACTTGA TAATCCGACC ATCGGCAACT 
CCAGTATAGG GACCTTTTCC      ACTGGGGTCA AAGGCAAGAC 
TTTCTGGCCC AACTGCACCT GGTAGATTAA TTGTTTCAGC      
TGTGTGCAGC AAATCTTGGG AGCCTCTTAT TGGAGGCGGT 



































TAGGGCTTGA CACTTTCAGA TTCTCCCTCT CATGGCCAAG 
AATTTTGCCC AATGGAAGAA  GAACTAGGGG GCCAAACAAT 
GAAGAGCAAG GAGTCAATAA GTTGGCCATA GATTTCTATA    
ATAACGTCAT TAACTTGCTC CTGGAGAATG GTATAGAGCC 
TAGTGTGACT CTCTTCCACT    GGGATCTTCC TCAAGCCTTG 
























































Otros genes y secuencias genómicas. 
 





>PREDICTED: 2839 [organism=Uncaria tomentosa]  putative trans-cinnamate 4-monooxygenase EC:1.14.13.11 mRNA, partial cds 
ATTCCAGGAGCTGGAAAATGAAGTTATCAACTACATGGCAAAGCTTTGCCCCGTCAGGCCTGTAGGACCATTATTCAGATATCCTAAAGATCCCACCTCAAATGTAAGTGTTGATATTTTGAAAGCCGATGATTGCAT
AGGGTGGCTTGACTCGAAGCCACCGTCTTCGGTCGTGTACATCTCCTTTGGAAGCGTTGTGTCCTTGAAGCAAGAACAAGCGACTGAGCTCGCACATGGGCTATTGAACG 









>PREDICTED: 35791[organism=Uncaria tomentosa]  putative p-coumaroyl 3'-hydroxylase CYP98A-C2 [EC:1.14.13.36] mRNA, partial cds 
GCATTTGACAACATTACGAGACTTGCATTTGGTAAAAGGTTCGAAAATTCGGAAGGAGTAATGGATGAGCAAGGTAAAGAGTTCAAGGAAATAGTTGCAAACGGCTTAAAGCTTGGTGGATCTCTCGCTATGGCTGAG
CATGTCCCGTGGCTAAGGTGGTTATTTCCACTGGATGAAGCTGCGTTTGCTA AGCATGGCGC TCGTCGTGACTGTCTCAC 
















































































































































































































>2[organism=Uncaria tomentosa] putative 18S rRNA gene 
GCACGTATTAGCTCTAGAATTACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAACTAATTCAGACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTT
TGTTTGATGGTACCTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCAACAAACCCCGACTTCTGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAAGGTCGACGCGGGCTCTGCCCGTTGCTGCGATGATTCATG
ATAACTCGACGGATCGCACGGCCCTCGTGCCGGCGACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGGGGCCTACCATGGTGGTGACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTCGAGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATC
CCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACTTTGGGATGGGCCGGCCGGTCCGCCTACGG
TGTGCACCGGTCGTCTTGTCCCTTCTGCCGGCGATGCGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAAATTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGGATACATTAGCATGGGA
TAACATTATAGGATTTCGGTCCTATTACGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACAACTGCGAAAGC
ATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGATGTTGCTTTAAGGACTCCGCCGGCACCTTA
TGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACCCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGA
CATAGTAAGGATTGACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTATGCGG
AGAACTCTCTCCGCAGCTAGCTTCTTAGAGGGACTACGGCCTTTTAGGCCGCGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGTATTCAACGAGTCTAT
AGCCTTGGCCGACAGGCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCATCGTGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTGGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCGTTGACTACGTCCCTGCCCTTTGT
ACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAATGGTCCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGCGAGCGGTTCGCTGCCCGCGACGTCGCGAGAAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAA
GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAATCCTGCGAAACGCACGACCGCGAACCTGTGTGAACAATCGGGCGTCGGGCGGTAAGGGAGACTAAGCCCTCCATTCCCACCCGGCGTTCCCCGCGCGCT
TGTCGCGCGGAAAACGTAACTCAAACCCGGCGCGGAACGCGCCAAGGAAAACTCAATAGGACAGCCGGGCCCTCGATGCCCCGTACGCGGTGTGCTCGGGGCGCTGTGGCGCCTGTCGTAATCCAA 
 
